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論 文 内 容 の 要 旨
ips細 胞 の 誕 生 を は じめ と した 、 近 年 の 医 療 技 術 の進 歩 に は 口を 瞠 る もの が あ る[1しか
しな が ら、我 々が どん な に 望 ん で も現 在 の 技 術 で は 一・度 失 った 肢 を 元通 りに再 生す る こ とは で
きず 、 そ の 能 力 は わ ず か に 指 先 に 限 定 され て い る だ け で あ る。 この 地 球 上 に は 我 々 と違 っ て 、
望 ん で か 、は た ま た 、望 まな く と も肢 を 再 生 で きて しま う動 物 が 存 在す る。 そ の 一一つ が 両 生 類
で あ り、我 々 が 真 に 肢 の 再 生 を 望 む の で あ れ ば 、種 を超 え て 彼 らか らそ の 方 法 を学 ぶ べ き で は
な い か。
高 い 肢 再 生 能 力 を 示 す 有尾 両 生 類 の イ モ リや 無 尾 両
生 類 の ア フ リカ ツ メ ガエ ル(Xenoρus)の幼 生 は 、肢 を 切断 す
る と、 そ の 傷 口が 表 皮 で覆 われ 、 傷 口付 近 に は成 熟 した 組
織 か ら脱 分 化 して 生 じた"再 生 芽 細 胞"と 呼 ばれ る多 能 性
の 細 胞 が 集 積 して く る。 失 われ た 部 分 を 再 形 成 す るの に必
要 な 遺 伝 子群 を再 発 現 す る こ とに よ っ て 、 これ らの 細 胞 で
完 全な再生 肢
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図1不 雛 糲 斎肢
は 様 々 な シ グナ ル 伝 達 経 路 が 活 性 化 され る.そ して 再 生 芽 細 胞 は 増 殖 ・伸 長 し 、再 パ ター ン形
成 と再 分化 を 経 て 、 元通 りの 肢 を 再 生 す るの で あ る。 これ に 対 して 、 変 態 後 のXθnopus成 体
は 再 生 能 力 が 低 下 し、 完 全 な パ ター ン を持 っ た 肢 を 再 生 す る こ とが で き な い(図1)。Xθnoρus
の 再 生 能 力 が 低 下 す る原 因 を 解 明 し、そ の原 囚 を 克服 す る こ とで 再 生能 力の 向上 を 目指 す こ と
は 、哺 乳 類 の 四 肢 再 生 の 実 現 に 向 け た 重 要 な 基礎 に な る と期 待 され る。 この 考 え に 基 づ き、本
研 究 で はXenepusを モ デ ル 動 物 と して 、 成 体 に お け る 再 生 能 力 の 向上 と再 生 能 力 の 低 ドを も
た らす 根 本 的 な 原 因 の 追 究 を 行 っ て きた,
S册 シグ ナ グン グの差ゲ〃脅堂だ∫が.カエ ル蕨ウ躰の再 グr仏臼こ与 え る影 響
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匙、
図2再 生肢の骨格パ ターンの変化
完 全 な バ ター ン を再 生 す る 有 尾 両 生 類 の 再 生 芽 とXenopus幼生
の 再 生 芽 にお い て は 、前 後 軸(親指 か ら小 指 に か け て の軸)形 成 に 必 須 の
SoniehθdgθhOg(Shh丿遺 伝 子 が 再 発 現 して い る。しか しな が らXenopus
成 体 の 再 生 芽 に お い て 、Shhお よび そ の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 はRT-PCR
やinsituhybridization皇去を 用 い た解 析 で は 全 く検 出 で き な か った 。
このShhの 再 発 現 不全 に よ るSHHシ グナ リ ン グの 不活 性 化 が 、 成 体
の"ス パ イ ク"と 呼 ばれ る 不完 全 な 再 生 肢 形 成 の 一 因 で あ る と考 え られ る 。 そ こでXenopus
成 体 の 再 生 芽 に お い て 、Hhシ グナ リン グの ア ゴ ニ ス トを用 い て強 制 的 にHhシ グナ リン グを
活性 化 させ た 場 合 に 、形 態 形 成 に どの よ うな 影響 が 与 え られ るか を調 べ た。 そ の 結 果 、成 体 の
再 生 芽 に お い てShhの 標 的 遺 伝 子の 再 発現 が観 察 され 、Hhシ グナ リ ン グの 再活 性 化 に よ っ て
再 生 芽 細 胞 の 増 殖 率 の 上 昇 と軟 骨 組 織 の 分 化 促 進 が 見 られ た 。そ して最 終 的 な 再 生 肢 の 骨 格 パ
ター ン に は 大 きな 変 化 が 見 られ 、 ス ハ イ ク に は1本 の 軟 骨 突 起 が形 成 され る の に 対 して 、ア ゴ
ニ ス ト処理 した 再生 肢 に は 複 数 本 の軟 骨 が 形 成 され て い た(図2)。これ らの 結 果 か ら、Hhシ グ
ナ リン グ を 人 為 的 に活 性 化 す る と、Xenopus成体 の再 生 肢 形 成 に 多 大 な 影 響 を与 え られ る こ と
が 明 らか とな った 。 これ は 再 生 能 力 の低 い 動 物 にお い て 、不 活 性 化 状 態 に あ る シ グ ナ ル 伝 達 経
路 を再 活 性 化 させ る こ とが 再生 能 力 の 向 上 に繋 が る 、 とい う考 え を 支 持 す る もの で あ る。
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こ こ ま で の研 究 か らXθnopus成体 の 完 全 な 四 肢 再 生 幼生'Shh発現あり(完全な再生能力)"
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で あ る こ とが 示 唆 され た 。 これ は 哺 乳 類 の 四 肢 再生 を 日指36・9%13%
す 上 で も 同様 の 課 題 で あ るが 、 そ れ で は 発 生 過 程 で は 閙 題 成体Shh発現なし(不完全な再生能力)
な く発 現 して い た 遺 伝 子 が 再 生過 程 で 発 現 しな くな る 根 本 肢MFCSIP「。mote「
84.301049%
的 な 原 因 は 何 か?そ れ こ そ が 、 動 物 種 間 、 種 内 で 見 られ る 再生芽 MFCSIpromoter
再 生 能 力 の 違 い を 生 み 出 す 要 因 の 一 つ で は な い だ ろ う か 。914%31%
こ の 問 題 に 取 り組 む た め に 、Shh遺 伝 子 を モ デ ル と し、 そ 図3Shhの発現状態とDNAメチル化状態の相関性
の 発現 制御 をエ ピジェネテ ィクス機構 の観点 か ら解析 した。Shh■ ■■■ ■■=コ
骰 的に遺 伝子 の転写 が活性 イ匕され てい る時にはそ 醗 与a慧=± ‡
現 制 御 領 域 が 低 メチ ル 化 状 態 に あ り、 不 活 性 化 され て い る 図4エピジェネティクス制御機構からの
脱抑制によるShhの発現回復
時 に は 高 メ チ ル 化 状 態 に あ る。 そ こで 、Shhの 発 現 制 御 領
域 で あ る 、肢 特 異 的 エ ンハ ン サ ー(MFCS1)とShhプロモ ー ター の2っ の 領 域 でDNAメ チ ル 化
解 析 を 行 っ た。 そ の結 果 、Shhを 発現 して い る有 尾 両 生 類 の 由=生芽やXenopus幼 生 の 再 生 芽
で は エ ン ハ ンサ ー 領域 が 低 メチ ル 化 状 態 に あ る の に 対 して 、Shhを 発 現 して い な いxθnoρus
成 体 の 再 生 芽 で は エ ンハ ンサ ー 領 域 が 高 メチ ル 化 状 態 に あ っ た。ま たXenopusにお い て はShh
の 発 現 の有 無 に 関 わ らず 、 プ ロモ ー ター 領 域 は 低 メ チ ル 化 状 態 に あ った(図3)。 これ らの こ と
か ら、Shhの 発現 状 態 とそ のエ ンハ ンサ ー 領 域 のDNAメ チ ル 化 状 態 は 相 関 関 係 に あ る こ とが
示唆 され た。 更 に 、 この よ うな エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク ス機 構 か らの 脱 抑 制 に よ り成 体 の 再 生 芽 細 胞
で もShhを 再 発 現 で き る こ と が 明 らか と な っ た(図4)。
これ ら の 劭 ゐに 着 目 した 解 析 か ら、再 生 過 程 に 欠失 した 遺 伝 子 シ グナ リン グの 再 活性 化
に よ る再 生 能 力 の 向 一Eが見 られ 、遺 伝 子 の 再 発 現 とそ れ に よる シ グナ ル 伝 達経 路 の 活 性 化 が エ
ビジ ェ ネ テ ィク ス機 構 に よ っ て 制 御 され て い る と い う可 能性 が 示 唆 され た 。再 生 過 程 で 発 現 し
な い他 の 遺 伝 子 も 劭 力 と同 様 にエ ビ ジ ェネ テ ィ ッ ク な負 の 制御 を受 け て い るの で あれ ば 、 そ
の 状 態 か ら脱 す る こ とに よ っ て 遺 伝 子 を再 発 現 で き る よ うに な り、そ れ に よ っ て 再 生 能 力 の 低
ドした動 物 にお い て も、完 全 な 再 生 が もた ら され る と期 待 され る。 本研 究 の 成 果 か ら、 こ こに
"器官 再 生 能 力 が エ ピジ ェ ネテ ィ クス 機 構 に よっ て 規 定 され て い る"と い う新 た な 概 念 を提 唱
す る。
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論文審査結果の要旨
両生類アフリカツメガエル(Xenopus)の成体は、切断 された四肢を完全には再生できずに
棒状軟骨を伴 う不完全な再生体 しか形成 しない。 この とき、完全再生を行 う有尾両生類に見
られ る再生初期過程はXenopusでも観察されているが、その後の過程すなわち形態形成過程
に顕著な不全が見 られている。本研究では、この形態形成不全のひ とつが前後軸形成過程に
現れていること、その原因 としてShh遺伝子とそのシグナルの下流遺伝子群の不活性化が考
え られ ることをまず報告 し、 さらにこれ らの現象を2つ の側面から解析 している。ひ とつ
は、不活 性化 されているShhシグナルを外界か ら強制的に活性化 させた場合の四肢再生への
影響である。Smo結合型のHhシ グナ リングアゴニス トは、Shhリガン ドの存在無 しにシグナ
ルを活性化す ることが可能である。 この薬剤の添加により、Xenopus成体の再生過程 におい
てShhのターゲッ ト遺伝子の発現誘導、細胞増殖の亢進、軟骨分化の促進、が見 られ、さら
に棒状軟骨の分枝分節が観察されることが明らかになった。 このことは、Shhシグナルカス
ケー ドの四肢再生における軸形成に対す る重要性 を示唆するのみならず、再生能力の低い動
物において不活性化状態にあるシグナル伝達経路を活性化 させ ることが再生能力の向上につ
ながる可能性を支持する。
本研究の二つ 目の研究内容 として、Xenopus成体の四肢再生過程におけるShh遺伝子不活
性化の原因を、とくにShh遺伝子発現制御領域のエピジェネテ ィックな制御機構の観点から
解析 している。Shhの発現制御領域である、四肢特異的エンハンサーとShhプロモーターの
2領域に対 してDNAメチル化解析を複数の両生類を用いて行い、Shhの発現状態がそのプロ
モーターではなくエンハンサーのメチル化状態 と相関することを明 らかに した。脱 メチル化
剤の添加によってShhが発現できることが培養細胞系において判明し、直接または間接的に
メチル化の程度を変更することによって遺伝子の発現状態を変えることにも成功 している。
本研究は、"器官再生能力がエ ピジェネティクス機構によって規定されている"と い う新規
概念を提唱 し、当該研究分野に対 して重要な貢献をもたらしている。本研究成果は本人が自
立 して研究活動を行 うに必要な高度の研究能力 と学識 を有す ることを明確に示 してお り、藥
師寺那由他提出の論文を,博 士(生命科学)の 博士論文 として合格 と認める。
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